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はじめに
1.  エピジェネティクスによる遺伝子発現制御
　エピジェネティクスは真核生物のゲノムに記された遺
伝情報の発現を制御する仕組みであり、様々な生命現象
と関係しており、ポストゲノムシークエンス時代の重要
な研究テーマとして認識されている (1,2)。エピジェネ
ティクス（Epigenetics）という言葉の定義は、“DNA
配列を伴わずに子孫や娘細胞に伝達される遺伝子機能の
変化と、この現象を探求する学問”と定義され、的確な
訳語がない（3）。1987 年に、DNA メチル化の異常が、
エピジェネティクな遺伝子制御に重要な役割を果たすこ
とが報告され、受精から老化、また癌発生メカニズムに
も非常に重要であることがわかってきた。さらにはヒス
トンの修飾やクロマチン構造変換などの機構が次々と明
らかになり、その重要性はさらに増加している (4,5,6)。
2.  DNA メチル化修飾と意義
　原核生物から真核生物まで、一部の例外を除いて、生
理的な条件下でシトシン塩基５位の炭素はしばしばメチ
ル化修飾を受けている。脊椎動物のゲノム DNA メチル
化は、ほとんど全てが CpG 配列中のシトシン塩基に認
められる。ゲノムを俯瞰してみると、G+C 含量が相対
的に高い領域が島状に散在し、多くの場合ハウスキーピ
ングジーンのプロモーターとなっていて、低メチル化状
態にある。一方で、不活性な遺伝子のプロモーター領域
は高度にメチル化されている。プロモーター領域の転写
因子が結合する領域は、このメチル化によって、転写因
子が結合できなくなってしまう。また、メチル化された
DNA を特異的に検知し、結合し、同じく転写因子が結
合できなくなることもある（図 1）(7,8)。このような理
由で、遺伝子発現が抑制されていることがある。DNA
メチル化は、複製時に維持されることがわかっており、
なんらかの理由で、異常メチル化が起こった場合、その
情報は複製を経ても維持されることから、発癌にむけて
のメチル化異常の蓄積が起こり、最終的に癌が発生もし
くは悪性度が増加するなどが予想される。
3.  癌とエピジェネティクス
　癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の不活化は、染色
体欠失や変異などの塩基配列以上によると考えられてき
た。しかし、細胞分裂時にも減衰しない塩基配列以外の
情報であるエピジェネティクな情報の異常が重要な場合
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も多いことが知られるようになった。癌での異常に関し
ては、DNA メチル化異常に関する情報が圧倒的に多く、
ヒストン修飾の異常は、DNA メチル化の異常と一致し
ていることが多い。プロモーター領域の CpG アイラン
ドのメチル化が重要であることが、1993 年に RB 遺伝
子でされ、以後、VHL, p16, hMLH1, E-cadherin など、
ほとんどの癌抑制遺伝子について、DNA メチル化異常
による遺伝子サイレンシングが報告されている (6,9)。
4.  エピジェネティクス研究の臨床応用
　癌細胞を含む手術、検査材料や癌由来の DNA を含む
血液を用いて、癌細胞特異的な異常を検出することによ
って、癌の存在診断に役立つ可能性があると考えられ
ている。癌細胞自体を検出する方法に比べて、癌細胞の
DNA 異常を検出する方法は、RNA や蛋白を対象とす
る検査法とは異なり、多少の検体の変性は問題とならな
い。各種癌間で共通するものや臓器特異的なものが予想
され、特に消化器扁平上皮癌における報告は少ない。
目　的
　癌細胞由来の培養細胞において、発現が低下して
いた遺伝子が、脱メチル化作用のある薬剤 (5-aza-2'- 
deoxycytidine、以下 5-AzaC) もしくはヒストンアセチ
ル化作用のある（trichostatin a、以下 TSA）を投与する
ことにより、その発現が回復する遺伝子をエピジェネテ
ィックな制御を受ける遺伝子の候補として考えられる。
これら遺伝子の検索方法として、マイクロアレイを用い
て網羅的に検出が可能となり、これまで我々のグループ
では多くの遺伝子が培養細胞および癌組織において、異
常メチル化もしくはヒストン修飾によって、発現が低下
していることを報告してきた（10,11）。しかしながら、
マイクロアレイ解析から得られるデータは非常に膨大な
ものとなり、そのデータ解析には習熟が必要である。我々
は、肝再生モデルを用いて、経時的に発現変化をマイク
ロアレイを用いてデータを収集し、統計学的に処理し、
さらに機能分類などを追加することにより、現象の全体
像を捉えることに成功した（12）。また、複数の異なる
実験モデルから得られたマイクロアレイのデータを比較
することによって、鍵となる遺伝子の同定を行った（13）。
このように、我々は、複数のマイクロアレイのデータを、
統計学的に処理することにより、各遺伝子間の関連性を
検討し、網羅的かつ立体的に現象を捉えてきた。これら
解析技術を用いて、マイクロアレイ解析を行い、より的
確に異常メチル化が原因となった遺伝子のサイレンシン
グを検出していくことが、今研究における目的である。
方　法
1.  培養細胞
　東北大学加齢医学研究所より供与頂いた食道癌由来培
養細胞（TE-1, TE-2, TE-13）を用いて、1µM の濃度
で 5-AzaC (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) にて 96
時間処理を行った。培養細胞は、Dubelco's Modified 
Eagle's Medium (DMEM, Sigma-Aldrich Co., St. 
Louis, MO) および 10% FBS (Sanko Junyaku Co., Ltd., 
Tokyo, Japan) にて培養を行った。medium および薬剤
は 24 時間に交換した。コントロールとして、薬剤を投
与しない medium にて同じ条件で培養した培養細胞を
用いた。
２.  DNA および RNA の抽出
　DNA および RNA を５-AzaC で処理した群、しない群
よりそれぞれ抽出した。DNA の抽出には QIA amp 
DNA minikit (QIAGEN Co., Hilden, Germany)、
RNA の 抽 出 に は TRIzol reagent (Invitrogen Co., 
Carlsbad, CA) を使用した。
3.  マイクロアレイ解析
　マイクロアレイは、約３万個遺伝子搭載の AceGene
（R）（Hitachi Software Engineering Co., Ltd, Tokyo 
Japan）を使用した。このマイクロアレイはオリゴヌク
レオチドタイプのものである。５-AzaC 処理 96 時間後
の各サンプル由来の RNA を aRNA amplification（R）
（Ambion, Inc., Woodward・Austin, TX）にて増幅お
よび蛍光ラベリングを行った。使用する色素によるエ
ラーを取り除くために、色素をスワッピングして解析を
行った。データ解析には、DNASIS array(R)（Hitachi 
Software Engineering Co., Ltd）を使用した。色素を
入れ替えても、1.5 倍以上の発現上昇を認める遺伝子を、
有意に発現上昇した遺伝子群とした。  複数の培養細胞で
発現上昇を認めた遺伝子、さらに単一の培養細胞であっ
ても、色素を入れ替えても 2 倍以上の発現上昇を認めた
遺伝子をエピジェネティクに発現が制御されている候補
遺伝子群とした。
4.  統計解析
　各種統計解析には、OmniVizTM software (OmniViz, 
Inc., Maynard, MA) と StatView (SAS Institute Inc., 
Cary, NC) を使用した。
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結　果
　3 種類の食道癌由来培養細胞（TE-1, TE-2, TE-13）に、
24 時間ごとに計 4 回脱メチル化剤を投与し、96 時間
後に、RNA を回収した。同様に処理をしないコントロ
ールとなる培養細胞からも RNA を抽出した。3 万個遺
伝子搭載のオリゴヌクレオチドタイプマイクロアレイを
使用し、解析した。色素のスワッピングを行っても 1.5
倍以上の発現上昇が見られた遺伝子数は、TE-1, TE-2, 
TE-13 それぞれ、64, 183, 71 個であった。そのうち複
数の培養細胞で上昇を認める、もしくは単独の培養細胞
でも明らかな発現上昇がみられた遺伝子数は、44 個で
あった。そのうち、プロモーター領域に CpG が dense
な部位を認めた遺伝子は 16 個であった（Table 1）。こ
の 16 個の遺伝子を、候補遺伝子群として解析を進めて
いる。
考　察
　ゲノム情報から、mRNA が作られ、アミノ酸を基
に蛋白が合成され、生体の維持が成され、ゲノム解析
（Genomics）、遺伝子発現解析 (Transcriptomics)、蛋
白解析（Proteomics）などのいわゆる Omics 研究が現
在非常に盛んである。その中のエピジェネティックス
（Epigenetics）について、食道癌をターゲットとして本
研究を進めている。先に記したように、肝細胞癌をサン
プルとした解析によって、癌組織で発現が低下し、その
発現低下がエピジェネティックに制御されている遺伝子
群をこれまで数多く検出してきた。現在候補遺伝子群を
解析中であるが、real time PCR 法でも、５-AzaC によ
る発現回復が確認されている遺伝子もかなり含まれてお
り、今後の成果が期待できる。
図 1.  異常メチル化による遺伝子発現抑制メカニズム
（a）プロモーター CpG アイランドが低メチル化であれば、転写因子が結合し、以下の遺伝子発現が増加する。（b）プロ
モーター領域の異常メチル化によって、転写因子は結合できず、代わりに MECP2 (methyl-CpG-binding protein 2) が
結合し、HDAC (histone deacetylase complex) や転写抑制因子をリクルートすることによって、以下の発現を抑制する。
（c）異常メチル化部に似結合する蛋白の中には、結合することによって単独で発現抑制を起こすものもある。
MECP2: methyl-CpG-binding protein 2, HDAC: histone deacetylase complex, TR: transcriptional repressor, 
MBD: methyl-CpG-binding protein.
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